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COMPOSITION COSMETIQUE POUR L'HYDRATATION ET LA 
PROTECTION DES FIBRES D'ELASTINE 

5 La presente invention concerne une nouvelle approche cosmetique qui consiste en la 
formation d'un complexe entre les fibres d'elastine et des substances capables 
d'hydrater et/ou d f augmenter la resistance desdites fibres a la degradation par I'elastase. 
L'objectif est de fournir une composition comprenant des composes, tels que le 
trehalose, pour ameliorer r elasticity de la peau et/ou prevenir son vieillissement. 

10 

L'elastine est le compose fibreux essentiel qui confere I'ilasticite aux tissus. Les tissus 
conjonctifs, tels que la peau, la paroi des vaisseaux, le cartilage elastique et les 
ligaments sont des materiaux composites. lis sont constitues de diverses 
macromolecules qui interagissent specifiquement entre elles et qui forment la matrice 
15 extracellulaire (MEC). 

Selon leur fonction, les macromolecules de la MEC font parties des deux classes 
suivantes : 

Les collagenes et l'elastine qui represented les elements fibreux, 
les proteoglycannes, les glycosaminoglycannes, et les glycoproteins de structure 
20 qui constituent un materiel de remplissage interagissant avec les fibres de la MEC et 
les cellules. 

Les cellules de tissus conjonctifs, notamment les fibroblastes, et les cellules 
musculaires lisses sont impliquees dans la biosynthese des composants de la MEC. 

25 La biosynthese est regulee a differents niveaux (genetique et post-synthetique) des la 
differenciation cellulaire dans Tembryon et pendant toute la duree de la vie. La 
composition de la MEC change avec l'age, ce qui a pour consequence de modifier la 
structure et d'alterer la fonction de la peau. Ces changements dans le temps sont 
partiellement intrinseques par nature, et partiellement extrinseques en fonction de 

30 diverses conditions telles que la nutrition, les radiations, et Texposition a diverses 
substances chimiques. Ainsi, les facteurs genetiques et environnementaux sont 
directement responsables des mecanismes impliques dans le vieillissement de la peau 
(1-5). 
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Dans la peau jeune, le reseau fibreux elastique comprend les trois zones distinctes 
suivantes : 

- Le derme superficiel qui contient des fines fibrilles formant des faisceaux verticaux, 
5 - la couche intermediaire, 

- et le derme profond dans lequel on trouve des fibres matures moins orientees. 

Ces variations de structure, d'orientation, et de forme illustrent les differences de 
composition chimique des fibres elastiques. Les changements lies au vieillissement des 
10 fibres elastiques sont caracterises par leur fragmentation, suivie par un rearrangement 
horizontal. Cette fragmentation demontre qu'il existe une correlation entre le 
vieillissement, la qualite et la quantite, et la nature des fibres elastiques dans la peau. 
On note egalement des modifications d'orientation des fibres elastiques qui sont 
accompagnees par une augmentation relative de leur densite de surface (7-1 1). 
15 Ces changements morphologiques et quantitatifs sont confirmes par la biologie 
moleculaire. En effet, des experiences d'amplification RT-PCR ont permis de mettre en 
evidence que les ARNm de la tropoelastine (precurseur monomerique des fibres 
elastiques) augmentent avec 1'age des donneurs de fibroblastes de la peau (12). II 
apparait done que les modifications des fibres elastiques causees par le vieillissement 
20 proferment de la regulation des mecanismes de biosynthese de l'elastine. Toutefois, 
les modifications post-synthetiques, telles que la modification de l'activite de l'elastase, 
les dommages crees par les radicaux fibres produits par radiation UV, et l'interaction 
avec des composes lipidiques et le calcium sont egalement importants, et peuvent etre 
considers comme une cible d'action privilegiee pour ameliorer l'elasticite de la peau 
25 (13-15). 

Des experiences physico-chimiques ont demontre que l'elasticite des fibres d'elastine 
est dependante de l'entropie du systeme. En effet, il est generalement admis que 
l'entropie baisse avec retirement des fibres. Ceci est du principalement a deux 

30 facteurs : 

- L'interaction entre les fibres d'elastine et l'eau, 

- le degre de liberte des chaines peptidiques. 
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Ces parametres sont influences par les macromolecules environnantes avec lesquelles 
les peptides d'elastine sont en interaction (16, 17). Une perte d'elasticite des fibres 
d'elastine a ete constatee lorsqu'elles sont sechees (17, 18). Generalement, les fibres 
conservent leur elasticity lorsque leur poids est du pour au moins 40% a la presence de 
5 molecules d'eau. La composition en acides amines de Telastine montre clairement une 
predominance d'acides amines aliphatiques et hydrophobes. Ainsi, lorsque les fibres 
elastiques sont etirees, la surface de contact entre les molecules d'eau et le squelette 
peptidique hydrophobe augmente. Ceci induit une augmentation de Tordre des 
molecules d'eau qui ont tendance a reduire au minimum leur contact avec la surface 
1 0 hydrophobe de Telastine. Cette augmentation d'ordre, provenant de Taugmentation du 
nombre de liaisons hydrogenes entre les molecules d'eau, a pour consequence une 
baisse sensible de Tentropie du systeme elastine-eau. Les fibres elastiques ont done 
tendance a se contracter spontanement sous Taction des forces entropiques du systeme. 

1 5 Une autre consequence de retirement des fibres reside en la baisse du degre de liberte 
des chaines peptidiques, ce qui represente aussi une baisse de Tentropie (augmentation 
de Tordre du systeme) (16). Le relachement des fibres s'accompagne done d'une 
augmentation du desordre du systeme peptidique qui s'additionne avec Tentropie du 
systeme eau-elastine. 

20 Ainsi, l'environnement des fibres elastiques joue un role preponderant dans le 
processus de l'elasticite de la peau et de son vieillissement. 

L'elastogenese depend egalement pour une grande part de Taction de plusieurs 
glycoproteines avec la tropoelastine. Cette interaction est critique en ce qui concerne 

25 Tarrangement spatial des fibres elastiques et leur subsequente reticulation due a Taction 
de la lysyloxydase. Ces glycoproteines de structure sont riches en acides amines 
polaires done hydrophiles qui jouent un role important pour attirer les molecules d'eau 
necessaires a l'elasticite de Telastine (19). Or, il a ete observe que le nombre de 
microfibrilles de glycoproteines qui entourent les fibres elastiques baissent avec Tage. 

30 En tant que telle, cette baisse pourrait etre en partie responsable de la perte d'eau au 
sein de fibres elastiques vieiilissantes. 



Des polysaccharides hydrophiles peuvent egalement interagir avec Telastine (20). 
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Le cas de l'hyaluronane est d'un interet tout a fait special. En effet, il s'agit d'un 
polysaccharide de haut poids moleculaire qui forme un reseau retenant plus de dix fois 
son poids en eau. De plus, cette molecule peut reguler les trafics moleculaires (21). II 
est tout a fait surprenant de constater la presence de molecules hydrophiles 
5 interagissant avec une proteine hydrophobe telle que l'elastine. II a etc determine que la 
structure tertiaire du hyaluronane ressemble a une bande a deux faces, une face etant 
majoritairement hydrophobe, l'autre face etant hydrophile (22). Cette conformation 
explique l'afflnite du hyaluronane pour l'elastine (23). 

10 En outre, il a ete montre que l'activite des diastases augmente avec l'age (24 et 25). Ces 
diastases degradent l'elastine et produisent des peptides-qui sont detectes et quantifies 
dans le sang (26 et 27). Ces peptides sont alors capables de stimuler le recepteur de 
l'elastine qui se situent a la surface des fibroblastes. Certaines cellules, telles que les 
monocytes attirees par l'inflammation due aux radiations UV, augmentent la secretion 

15 de l'elastase et la production de radicaux libres. Les produits de degradation de 
l'elastine augmentent done I'alteration des composants de la peau au cours du 
vieillissement. 

A partir de ces resultats, on peut dresser le modele suivant pour expliquer la perte 
20 d'elasticite des fibres elastiques lors du vieillissement : 

Pendant l'elastogenese, les fibres elastiques se developpent dans un 
environnement riche en composes hydrophiles (glycoproteins et proteoglycannes). 
Avec le temps, ces composes hydrophiles se rarefient car leur synthese diminue, et leur 
degradation augmente. 

25 - La diminution de la teneur en eau des fibres elastiques, qui es correlee avec leur 
baisse d'elasticite, est expliquee par la perte d'elasticite entropique du systeme. Au 
meme moment, des lipides et du calcium s'accumulent a l'interieur des fibres 
elastiques, ce qui favorise encore plus la perte d'elasticite, et expose les fibres a Taction 
de l'elastase. 



30 



L'utilisation du trehalose, un compose prefere de la presente invention, a ete decrite en 
cosmetique notamment dans les documents suivants : EP 180 559, JP 97 77650, JP 96 
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92035, JP 94 40845, et US 4,839,164. Toutefois, aucun de ces documents ne decrit, ni 
ne suggere Pinvention telle que defmie ci-apres. 

DESCRIPTION 

5 

Ainsi, la presente invention concerne une nouvelle approche cosmetique pour traiter 
et/ou prevenir le vieillissement de la peau, qui consiste en la formation d'un complexe 
entre les fibres elastiques et des substances de faible poids moleculaire capables 
d ! interagir avec 1'elastine, et d r induire une haute capacite de liaison avec les molecules 
10 d'eau. 

De telles substances, interagissant avec les fibres elastiques, remplacent les 
glycoproteins et les glycosaminoglycannes naturellement presentes dans la peau 
jeune, qui disparaissent avec Tage. De maniere avantageuse, un objectif est de fournir 
15 des composes qui permettent egalement d'augmenter la resistance des fibres a la 
degradation par l'elastase. 

Un aspect de la presente invention concerne un procede de criblage de molecules 
susceptibles d'ameliorer Telasticite de la peau caracterisee en ce qu'il comporte les 
20 etapes suivantes : 

a) On fait interagir une ou plusieurs molecule(s) sur des fibres d'elastine purifiees, 

b) on determine leur effet sur l'hydratation et/ou sur la resistance des fibres vis-a-vis 
de Telastase, 

c) on selectionne une ou plusieurs molecule(s) presentant un effet positif sur 
25 Thydratation et/ou sur la resistance des fibres. 

L'efifet desdites molecules sur les fibres d'elastine purifiees peut etre determine par 
mesure du diametre des fibres traitees compare a celui des fibres non traites. 
Essentiellement Tetape a) consiste a : 
30 - Peser le poids exact des tubes. 

Mettre Pelastine fibreuse/ tube + du serum physiologique ou autre tampon ou 

solution equivalente. 
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- Ajouter la substance a tester. 

- Incuber les echantillons. 

- Centrifiiger. 

5 Ensuite, l'etape b) consiste en une mesure de la largeur des fibres d'elastine ( = largeur 
des fibres traitees et non traitees ; avant l'hydrolyse par l'elastase, et des fibres 
hydrolysees. A cet effet, on peut observer les fibres d'elastine sous microscope avec un 
agrandissement de 400 X.. Pour chaque champ, la largeur precise de chaque fibre est 
mesuree. Les mesures peuvent etre realisees par analyse d'image semi-automatique a 

10 l'aide d'une cellule de Malassez. 

L'etape b) peut egalement consister en un pesage du complexe fibre-molecule-eau 
retenu et du complexe temoin fibre-eau, et aussi en la determination de la quantite de 
produits de degradation par Taction de l'elastase des fibres presents dans le surnageant 
par mesure colorimetrique (dosage des peptides selon Lowry et al. a 280 nm) et/ou par 

1 5 lecture de la densite optique. 

En ce qui concerne l'etape c), il s'agit de selectionner des molecules augmentant le 
diametres et/ou le poids des fibres, et/ou des molecules pour lesquelles il y a une 
diminution de la quantite de produit de degradation du a Taction de l'elastase. 

20 Ce procede peut etre adapte a l'identification de molecules capables d'hydrater les 
fibres d'elastine. A cet effet, le procede comprend les etapes suivantes : 

a) Purification, sechage des fibres d'elastine a haute temperature, et refroidissement en 
dessiccateur, 

b) addition aux fibres obtenues a l'etape a) d'une ou plusieurs molecule(s) dans une 

25 solution aqueuse, 

d) elimination de la solution en exces par centrifugation, et pesage du complexe fibre- 
molecule-eau retenu, 

e) selection d'une ou plusieurs molecule(s) qui favorisent la retention d'eau par les 
fibres. 

30 De preference, les molecules a tester sont polaires et de faible poids moleculaire. La 
selection a l'etape d) peut etre entreprise en calculant la difference en poids des fibres 
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conduisant a des ratios [elastine - substances / elastine] et [elastine - substances 
(hydratees) / elastine - substances (sechees)] qui varient pour chaque molecule testee. 

Ce procede peut egalement etre adapte a Tidentification de molecules capables de 
5 proteger les fibres d'elastine contre Taction de l'elastase. Dans cette alternative, le 
procede comprend les etapes suivantes : 

a) Mise en contact des fibres d'elastine purifiees avec une ou plusieurs molecule(s) de 
faible poids moleculaire dans une solution aqueuse contenant de l'elastase, 

b) centrifugation et determination de la quantite de produits de degradation des fibres 
10 presents dans le surnageant par mesure colorimetrique et/ou par lecture de la densite 

optique, 

c) selection d'une ou plusieurs molecule(s) qui protegent les fibres contre la 
degradation par l'elastase. 

15 Cette selection peut etre realisee en calculant la capacite de chaque molecule a 
diminuer la quantite de fragments peptidiques obtenus par unite d'elastase dans un 
intervalle de temps donne. 

De plus, le procede selon 1' invention peut etre mise en oeuvre pour le criblage de 
20 molecules capables a la fois d'hydrater les fibres d'elastine et de proteger lesdites 
fibres contre Taction de l'elastase. En ce sens, on peut mettre en oeuvre en parallele 
ou en serie les procedes tels que decrits ci-dessus. 

Un autre aspect de la presente invention porte sur une molecule susceptible d'etre 
25 obtenue par les procedes mentionnes ci-dessus, et sur T utilisation d'une molecule ou 
d'une combinaison desdites molecules pour hydrater les fibres d'elastine agees et/ou 
de proteger lesdites fibres contre Taction de l'elastase. Ces molecules sont utiles pour 
la preparation d'une composition cosmetique destinee au traitement de la peau, en 
particulier pour ameliorer Telasticite de la peau et/ou lutter contre son vieillissement. 



30 
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Dans un mode prefere de realisation de invention, la molecule evoquee 
precedemment est une molecule selectionnee parmi le trehalose, le retinol et ses 
derives, l'acide retinoique et des derives, la taurine, l'acide lactique, l'acide glycolique, 
l'acide phytique, l'acide malique, le hyaluronane digere par la hyaluronidase et le 
5 lactose, pour hydrater les fibres d'elastine et/ou pour proteger lesdites fibres contre 
Taction de Pelastase. 

Ce compose est utile pour la preparation d'une composition cosmetique destinee a 
1'amelioration de l'elasticite de la peau et/ou lutter contre son vieillissement. La 
composition selon l'invention est particulierement indiquee pour l'hydratation en 
10 profondeur de la peau. 

Un aspect complements de 1'invention reside en une composition cosmetique qui 
comprend une quantite efficace d'une molecule selon l'invention pour ameliorer 
l'elasticite de la peau et/ou lutter contre son vieillissement 
15 Une telle composition pent comprendre une quantite efficace d'une molecule 
selectionnee parmi le trehalose, le retinol, l'acide retinoique, et le lactose, ou une 
association desdites molecules pour ameliorer l'elasticite de la peau et/ou lutter contre 
son vieillissement et au moins une molecule selon l'invention. 

20 Avantageusement, cette composition peut comprendre du trehalose a une concentration 
qui se situe entre 1 et 20%, de preference entre 5 et 15%. La molecule supplemental 
peut notamment etre selectionnee parmi la taurine, l'acide phytique, l'acide succinique, 
et l'acide citrique. 

L'objectif d'associer deux molecules selon l'invention est de foumir une composition 
25 contenant une molecule permettant d'hydrater les fibres d'elastine et une deuxieme 
molecule qui protege lesdites fibres contre les attaques de l'elastase. L'efficacite de la 
composition est alors renforcee, et la peau retrouve son elasticite et une apparence plus 
jeune. 

30 La composition peut comporter en outre au moins une substance active en cosmetique 
choisie notamment parmi les anti-radicalaires dont la vitamine E, les sels mineraux, 
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les polymeres negativement charges dont 1'ADN, les hydratants dont Tacide 
hyaluronique, le glycolate de guanidine et les ceramides, les vitamines dont les 
vitamines C et E, les liposomes, les anti-inflammatoires, dont Tacide glycyrrhetinique, 
les acides gras essentiels (AGE) ou les huiles riches en AGE, les amincissants, les 
5 cicatrisants, et les protecteurs solaires. 

De preference, la composition cosmetique selon I* invention est un produit, tel qu'une 
creme, une lotion, un gel, destine a etre applique sur la peau. 

Ainsi, Tinvention se rapporte a Tutilisation d'une combinaison de molecules 
10 selectionnees parmi le trehalose, le retinol et ses derives, Tacide retinoi'que et ses 
derives, la taurine, Tacide lactique, Tacide glycolique, Tacide phytique, Tacide 
malique et le hyaluronane digere par la hyaluronidase, pour Thydratation des fibres 
elastiques agees et pour leur protection contre Tattaque des elastases. 

15 Avantageusement, Tinvention vise Tutilisation d'une composition cosmetique 
comprenant : 

- du Retinol (all-trans) palmitate a une concentration comprise entre 10 mg/ml et 1 00 
mg/ml, de preference a 10 mg/ml, 

- du trehalose a une concentration comprise entre 5 mg/ml et 100 mg/ml, de 
20 preference a 50 mg/ml, 

- de la taurine, a une concentration comprise entre 5 et 100 mg/ml, de preference a 
50 mg/ml, 

- de Tacide phytique, a une concentration entre 10 mg/ml et 200mg/ml, de 
preference a 100 mg/ml, 

25 - de Tacide malique, a une concentration comprise entre 1 et 200 mg/ml, de 
preference a 100 mg/ml, et du hyaluronane digere par la hyaluronidase a une 
concentration comprise entre 10 mg/ml et 500 mg/ml, de preference a 200 mg/ml, 
ou de Tacide succinique entre 10 et 200 mg/ml, de preference a 50 mg/ml, 

- du trehalose, a une concentration comprise entre 0,1 et 200 mg/ml, de preference a 
30 10 mg/ml, et de Tacide phytique entre 1 et 200 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, 
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- du retinol acetate (all trans.), a une concentration comprise entre 0,1 et 10 mg/ml, 
de preference a 1 mg/ml, et du trehalose entre 0,1 et. 200 mg/ml, de preference a 1 0 
mg/ml, 

- ou de l'acide retinoique (all trans.), a une concentration comprise entre 1 et 1200 
5 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, et de la trioleine entre 1 et 500 mg/ml, de 

preference a 10 mg/ml, 
pour augmenter l'hydratation de l'elastine ainsi que sa resistance a l'elastolyse. 

La composition explicitee ci-dessus pent comporter en outre de l'acide glycolique a 
10 des concentrations comprises entre 1 et 20 mg/ml, dereference a 10 mg/ml, ou de 
l'acide lactique, entre 0,1 et 20 mg/ml, de preference a 10 mg/ml. Cette composition se 
trouve avantageusement sous la forme d'une creme. 

Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures presentees ci- 
1 5 apres. 

Legendes 

Figures 1 A - ID : Hydratation de l'elastine complexee avec les substances testees. 

20 Cette figure montre la variabilite de l'effet des differentes substances testees sur la 
retention de l'eau par les complexes elastine-substance. Le trehalose a un effet tres 
positif sur l'hydratation des fibres alors que le a-carragenane et l'acide mannuronique 
ont un effet negatif (donnees non presentees). La haute variabilite de ces effets sur 
l'hydratation de l'elastine indique clairement que l'augmentation de l'hydratation est la 

25 consequence d'interaction specifique entre les substances testees et l'elastine. De 
maniere tout a fait surprenante, la capacite hydratante du trehalose est du meme ordre 
de grandeur que celle du hyaluronane hydrolise ( 7,5 mg d'eau retenue par mg de 
trehalose et 8,8 mg d'eau retenue par mg de hyaluronane hydrolise fixe sur l'elastine. 

30 Figures 2A et 2B : Inhibition de l'elastolyse (controle et taurine). 

2A - Le decalage de la courbe vers la gauche montre clairement que les fibres ont ete 
sensiblement degradees par I'elastase. 
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2B - Le decalage est moins important lorsque Ton rajoute de la taurine dans la solution 
contenant Telastase. Ce compose protege les fibres. 

Figures 3A et 3B : Inhibition de Telastolyse par les substances les plus efficaces 

5 Cette figure montre Taugmentation de la resistance k Telastolyse par mg de substances 
fixees sur Telastine. Tres peu de substances paraii celles testees ont montre une 
capacite a augmenter la resistance de Telastine aux attaques de 1'elastase. 
Le trehalose a ete le plus efficace, suivi par la taurine. Ces deux substances permettent 
d'augmenter d'environ 25 a 35% la resistance de Telastine a Telastolyse. 
10 La plupart des autres substances augmentent la susceptibilite de Telastine a etre 
degradee par Telastase (donnees non fournies). 

II ressort clairement de ces figures que le trehalose a une activite maximale pour des 
concentrations comprises entre 5 et 15%. On note que Tacide phytique et Tacide 
pyruvique donnent egalement de bons resultats. 

15 

Figure 4 : Resistance des fibres aux attaques par Telastase en fonction du temps. 

Cette figure illustre la propriete du trehalose et de diverses substances a proteger 
durablement les fibres. 

20 Figures 5 et 6 : Photographie des fibres d'elastine sechees et hydratees. 

La difference de moiphologie des fibres est illustree dans ces photographies. 

5- Fibres sechees. 

6- Fibres hydratees. 

25 Figures 7-12 : Resultats des tests sur le diametre des fibres et sur la diminution de 
Telastolyse. 

La figure 7 donne les pourcentages de rehydratation de Telastine obtenus avec les a- 
hydroxy-acides, Tacide glycolique et Tacide lactique en comparaison avec des 
resultats de quelques substances precedemment testees: le trehalose, Tacide phytique et 
30 la taurine. La figure 8 montre la resistance a Telastolyse obtenue notamment avec les 
a-hydroxy-acides, Tacide glycolique et Tacide lactique. 
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La figure 9 montre la rehydratation de l'elastine obtenue avec le retinol (all-trans) 
[vitamine A], I'acide retinoique (all-trans) [vitamine A acide], le palmitate de retinol 
(all-trans) et l'acetate de retinol (all-trans). La figure 10 montre l'effet de ces 
substances sur la resistance de l'elastine a l'elastolyse. 
5 La figure 1 1 montre que le lactose augmente l'efficacite du retinol (all-trans) ainsi que 
celle de l'acetate de retinol (all-trans). 

La figure 12 montre le meme phenomene de potentialisation par le lactose de l'effet du 
retinol, et de l'acetate de retinol sur la protection de l'elastine contre l'elastolyse. 

1 0 Exemple 1 : Precede de criblage de molecules pennertantd'hydrater les fibres 

d'elastine et d'augmenter la resistance des fibres d'elastine vis-a-vis de l'elastase. (test 
par analyse d' image). 

Materiels et methodes 

15 Le but du test par analyse d'image a ete double : d'une part, suivre l'hydratation de 
l'elastine fibreuse en complexe avec des substances a tester par rapport a l'hydratation 
de l'elastine seule; d'autre part, suivre l'elastolyse par l'elastase pancreatique des 
melanges elastine fibreuse - substance X par rapport a l'elastolyse de l'elastine seule. 
L'hydratation et l'elastolyse de l'elastine fibreuse ont ete suivis a 37 °C, sous agitation 

20 et en presence de solution physiologique et de substances testees a la concentration 
indiquee. Certaines des substances testees sont listees au tableau I ci-dessous. 

Protocole de l'examen de la largeur des fibres par analyse d'image : 

- Peser le poids exact des tubes (PYREX). 

25 - Mettre 50 mg elastine fibreuse/ tube + 2 ml de serum physiologique. 

- Ajouter 1 00 ul de substance X par tube (en concentration indiquee). 

- Incubation des echantillons pendant 5 jours a 37 °C, sous agitation. 

- Centrifugation a temperature ambiante, 2500 rpm, (r =18 cm; 800 g), 10 minutes. 
On garde des culots (mixture elastine-X) 

30 
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- Analyse d'images : mesure de la largeur des fibres d'elastine ( = largeur des fibres 
hydratees ; avant l'hydrolyse par 1'elastase ; analyse en moyenne de 300 fibres). 

- A la fin de cette serie de mesure, on ajoute 2 ml de tampon d'elastase par tube 
(composition : Tris-HCl 100 mM, 0,01 % d'azide de sodium, pH 8,0). 

- On ajoute egalement 1 00 ul d'une solution d'elastase pancreatique de 1 0 U/ml/tube 
(=1 U/tube). 

- Incubation 1 heure a 37 C° sous agitation. 

- Centrifugation a 4 °C, 2500 rpm, (r =1 8 cm ; 800 g), 1 0 minutes. 

- Mesure de la largeur des fibres hydrolysees. 



On a analyse en moyenne 300 fibres par traitement. On met une goutte de l'echantillon 
entre une cellule Malassez et une lameUe et on observe les fibres d'elastine avec un 
agrandissement de 400 X. Pour chaque champ, la largeur precise de chaque fibre est 
15 mesuree. Les mesures sont realisees realisees par analyse d'image semi-automatique 
apres etalonnage a l'aide d'une cellule de Malassez. 



Resultats de la mesure du diametre des fibres : 

L'acide lactique utilise a 5 a 10%, considere comme un excellent produit hydratant de 
20 1'epiderme, est relativement peu efficace pour la rehydratation des fibres d'elastine. La 
rehydratation des fibres d'elastine reste en dessous de 20% par rapport au controle 
(fibres rehydratees dans une solution physiologique). L'acide glycolique a 5% est plus 
efficace avec environ 22% d' augmentation de rehydratation par rapport au temoin, un 
peu superieur a ce que nous avons obtenu dans cette experience avec le trehalose 
25 (figure 7). Par contre, nous avons constate relativement peu d'effet des ct-hydroxy- 
acides sur la protection contre l'elastolyse des fibres (figure 8). Par exemple, l'acide 
glycolique a 5% ne protege les fibres d'elastine contre l'elastolyse qu'a 25% par 
rapport au temoin. Quant au trehalose, substance retenue pour son fort pouvoir de 
protection contre l'elastolyse dans les series d'experience precedentes, il protege a 
30 60%. 
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La deuxieme serie d'experiences a porte d'une part sur des derives de la vitamine A : 
le retinol (all-trans) [vitamine A], l'acide retinoique (all-trans) [vitamine A acide], le 
palmitate de retinol (all-trans) et l'acetate de retinol (all-trans) ; (voir tableau I) et 
d'autre part sur differents derives lipidiques et phospholipidiques (phosphatidylcholine 

5 type X-E, phosphatidylcholine type IV-S, trioleine, 1 ,3-dilinoleine, trioleine et n- 
lauroylsarcosine). La figure 9 montre la rehydratation de l'elastine obtenue avec ces 
substances. Les lipides se sont montres peu efficaces, comme on s'y attendait. Par 
contre, le retinol et l'acide retinoique (la vitamine A et la vitamine A acide) ont 
augmente de 12 a 15% l'hydratation des fibres par rapport au temoin. La figure 10 

10 montre l'effet de ces substances sur la resistance de l'elastine a l'elastolyse. La 
trioleine (huile d'olive) et 1' all-trans retinol ont confere une plus grande resistance a 
l'elastolyse. Les autres substances testees ont ete moins efficaces. Enfin, dans la 
demiere serie d'experience, nous avons teste l'effet conjoint des derives de la vitamine 
A avec le lactose. Le lactose est un antagoniste du recepteur de l'elastine-laminine, 

15 teste dans nos experiences precedentes avec le melibiose en tant que modulateurs des 
effets medies par ce recepteur. La reaction du lactose avec le recepteur de l'elastine- 
laminine (ou elastin binding protein, EBP) a ete decrite dans la litterature avant la mise 
en evidence par nos methodes de 1'efficacite du melibiose. Le lactose augmente 
1'efficacite du retinol (all-trans) ainsi que celle de l'acetate de retinol (all-trans). Le 

20 lactose seul est peu efficace (figure 1 1 ). Le meme phenomene de potentialisation par le 
lactose de l'effet du retinol, et de l'acetate de retinol sur la protection de l'elastine 
contre l'elastolyse a ete observe (figure 12). 

Plusieurs des substances testees dans ces demieres series d'experiences ont presente 
25 des proprietes interessantes. Certains acides organiques, comme l'acide glycolique, le 
trioleine et des derives de la vitamine A possedent des proprietes interessantes : 
1'augmentation de la rehydratation de l'elastine et de la resistance contre l'elastolyse. 
La synergie trouvee entre le lactose et les differents derives du retinol est 
particulierement interessante. Elle montre que la combinaison de ces substances 
30 possede une efficacite remarquable pour hydrater les fibres d'elastine et pour 
augmenter leur resistance a l'elastolyse. II convient d'insister sur le fait qu'il s'agit ici 
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d'effets de nature purement physico-chimiques et non pas physiologiques puisqu'il n'y 
a pas de cellule vivante dans le protocole experimental utilise. Ces effets sont 
totalement independants et distincts des effets decrits pour le retinol et ses derives qui 
necessitent la presence de cellules vivantes possedant dans leur noyau le recepteur de 
l'acide retinoique. II faut remarquer que cette demonstration de la presence et de 
l'efficacite de l'acide retinoique n'a pas ete confirmee au cours du vieillissement dans 
le derme et de 1'epiderme. Les effets que nous observons sont totalement independants, 
car bases sur les interactions moleculaires directes entre les substances testees et les 
fibres d'elastine sans faire appel au recepteur de 1'elastine. 

Tableau I : Substances testees pour Thydratation de l elastine et pour la resistance a 
1'elastolyse. 



TRA TTFMFNT 


LUJS/CENTEAJJON TESTEE 


ACIDE GLYCOLIQUE 


1% 




5% 




10% 


ACIDE LACTIQUE 


1% 




5% 




10% 


All-trans acide retinoique 


1% 


(VITAMINE A ACIDE) 




All-trans retinol 


1% 


(VITAMINE A) 




All-trans retinol palmitate 


1% 


All-trans retinol acetate 


1% 


Phosphatidylcholine type X-E 


1% j 


Phosphatidylcholine type IV-S 


1% 


Trioleine(C18 :l,-cis-9) 


1% 


l,3-dilinoleine(C18 :2 ; (cis)-9,12) 


>% 
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Trilinoleine (CI 8 :2, -cis, -cis-9,12) 



1% 



N-lauroylsarcosine 



1% 



Lactose 



1% 



Lactose + all-trans retinol 
(VITAMINE A) 



Lactose + all-trans acide retinoi'que 
(VITAMINE A ACIDE) 


1%+ 1% 


fl Lactose + all-trans acide retinol acetate 


1%+ 1% 



Exemple 2 : Procede de criblage de molecules permettant d'hydrater les fibres 
d'elastine (test d'hydratation) 

Protocole: 100 mg de fibres d'elastine sont ajoutes dans plusieurs tubes 
5 (prealablement peses). Des tubes sont places dans un four a 100°C toute la nuit. Le 
poids des echantillons d'elastine ainsi seche est calcule. Les echantillons contenant 
l'elastine sont ensuite melanges avec 20 mg de la substance testee dans 2 ml de 
solution saline physiologique (0,9 % NaCl), et le melange est incube pendant trois a 
cinq jours a 37°C avec une agitation constante. Les echantillons sont centrifuges a 
10 temperature ambiante a 500g pendant dix minutes. Us sediments, apres complete 
decantation, sont a nouveau peses afin d'obtenir le poids de la rehydration des 
complexes elastine-subtances testees. Ces echantillons sont a nouveau seches a 100° 
toute la nuit et sont a nouveau peses. La difference en poids conduit a des ratio 
[elastine - substances / elastine] et [elastine - substances (hydratees) / elastine - 
15 substances (sechees)]. 

La quantite d'eau retenue par les fibres d'elastine pures sechees (controle) et par le 
complexe elastine-substance a ete calculee. Les resultats en ce qui conceme le 
trehalose, l'acide phytique, la taurine et les autres substances sont presentes aux figures 
20 lAa2B. 

Parmi les substances plus efficaces on peut notamment citer le trehalose. Les figures 4 
a 6 illustrent la capacite d'hydratation des substances testees en fonction du temps, 
ainsi que le changement de morphologie des fibres du a l'hydratation. 



WO 01/01948 



PCT/FROO/01925 



17 



10 



15 



20 



25 



30 



Exemple 3 : Precede de criblage de molecules permettant d'augmenter la resistance 
des fibres d'elastine vis-a-vis de 1'elastase. 

Protocole : Environ 100 mg d'elastine ou du complexe elastine-substances sont ajoutes 
dans des tubes contenant 3ml de tampon Tris pH 8,6, et les echantillons sont incubes 
24 heures a 37°C avec une agitation constante. 30 unites d'elastase pancreatique sont 
ajoutees dans chaque tube et le contenu est vigoureusement agite. Les tubes sont 
ensuite incubes a 37°C pour permettre a l'enzyme d'agir. La reaction est stoppee en 
refroidissant les tubes dans un bain de glace apres 0 minute, une heure et 24 heures. 
Les tubes sont ensuite centrifuges a 1200g pendant 20 minutes a 4°C. Des echantillons 
de 150 microlitres sont pris soit pour la determination de la production de fragments 
peptidiques par la procedure de Lowry, soit par la lecture de la densite optique a 280 
nanometres dans un spectrophotometre a UV. L'elastolyse est calculee a partir de la 
quantite de fragments peptidiques obtenus par unite d'enzyme dans un intervalle de 
temps donne. 

Des echantillons d'elastine ont ete purifies comme indique precedemment, traites ou 
non traites, et ont ete suspendus dans un tampon Tris HC1 a pH 8,6. L'elastase a ensuite 
ete rajoutee, et l'elastolyse a 6te suivie en determinant les produits de degradation de 
l'elastine dans le surnageant soit par la procedure de Lowry, soit par lecture de la 
densite optique desdits surnageants a 280 nm. La liste des substances qui ont ete 
testees est presentee aux figures 3A et 3B. Certains composes de haul poids 
moleculaire ont subi un traitement par methanolyse afin de faciliter leur penetration 
dans la peau. La plupart des substances testees sont des carbohydrates et d'autres, telles 
que la melatonine ou la taurine, sont des substances biologiquement actives. Quelques 
alcools aliphatiques ont egalement ete testes car Us sont connus pour leur interaction 
avec l'elastine (17, 27, 28). Les chaines aliphatiques de ces alcools peuvent interagir 
avec les regions hydrophobes de l'elastine, et le groupe hydroxile peut former des 
liaisons hydrogenes avec 1'eau. Les autres substances testees ont ete choisies en 
fonction de leur capacite a interagir avec 1'eau (presence de groupes polaires). Le 
hyaluronane, le trehalose, et la melatonine font partie des composes qui possedent le 
plus d'affinite pour l'elastine. Le trehalose s'avere etre un bon candidal pour ameliorer 
l'elasticite de la peau car il possede a la fois la propriete d'hydratation et de protection 
des fibres. 
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Exemple 4 : Compositions envisageables selon l'invention. 

- Trehalose (5 a 15%) 
5 - Taurine (5 a 10%) 

- Acide Phytique (1 %) 

- Acide Succinique (5%) 
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I 

RE VENDIC ATI ONS * i 

1. Procede de criblage de molecules susceptibles d'ameliorer Telasticite de la peau 
5 caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) On fait interagir une ou plusieurs molecule(s) sur des fibres d'elastine purifiees, 

b) on determine leur effet sur Fhydratation et/ou sur la resistance des fibres vis-a-vis 
de Pelastase, 

c) on selectionne une ou plusieurs molecule(s) presentant un effet positif sur 
1 0 l'hydratation et/ou sur la resistance des fibres. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que Tetape b) consiste en un 
pesage du complexe fibre-molecule-eau retenu et du complexe temoin fibre-eau, en la 
determination de la quantite de produits de degradation par Taction de l'elastase des 

15 fibres presents dans le surnageant, et/ou en une mesure du diametre des fibres traitees 
compare a celui des fibres non traitees. 

3. Procede selon la revendication 1 permettant Identification de molecules capables 
d'hydrater les fibres d'elastine caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

20 a) Purification, sechage des fibres d'elastine a haute temperature, et refroidissement 
en dessiccateur, 

b) addition aux fibres obtenues a l'etape a) d'une ou plusieurs molecule(s) dans une 
solution aqueuse, 

c) elimination de la solution en exces par centrifugation, et pesage du complexe fibre- 
25 molecule-eau retenue, 

d) selection d'une ou plusieurs molecule(s) qui favorisent la retention d'eau par les 
fibres. 



30 



4. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que les molecules sont polaire(s) 
et de faible poids moleculaire. 



WO 01/01948 



PCT/FROO/01925 




5. Procede selon la revendication 1 permettant 1 ! identification de molecules capables 
de proteger les fibres d'elastine contre Taction de l'elastase caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) Mise en contact des fibres d'elastine purifiees avec une ou plusieurs molecule(s) de 
5 faible poids moleculaire dans une solution aqueuse contenant de l'elastase, 

b) centrifugation et determination de la quantite de produits de degradation des fibres 
presents dans le surnageant par mesure colorimetrique et/ou par lecture de la 
densite optique, 

c) selection d'une ou plusieurs molecule(s) qui protegent les fibres contre la 
1 0 degradation par l'elastase. 

6. Procede de criblage de molecules capables a la fois d'hydrater les fibres d'elastine 
et de proteger lesdites fibres contre Taction de l'elastase caracterise en ce qu'on met en 
oeuvre en parallele ou en serie les precedes selon les revendications 3 et 5. 

15 

7. Utilisation d'une molecule ou d'une combinaison de molecules selectionnees parmi 
le trehalose, le retinol et ses derives, l'acide retinoi'que et des derives, la taurine, l'acide 
lactique, l'acide glycolique, l'acide phytique, l'acide malique et le hyaluronane digere 
par la hyaluronidase, pour hydrater les fibres d'elastine et/ou pour proteger lesdites 

20 fibres contre Taction de l'elastase. 

8. Utilisation d'une combinaison de molecules selectionnees parmi le trehalose, le 
retinol et ses derives, l'acide retinoi'que et ses derives, la taurine, l'acide lactique, 
l'acide glycolique, Tacide phytique, l'acide malique et le hyaluronane digere par la 

25 hyaluronidase, pour Thydratation des fibres elastiques agees et pour leur protection 
contre Tattaque des elastases. 

9. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant du Retinol (all-trans) 
palmitate a une concentration comprise entre 10 mg/ml et 100 mg/ml, de preference a 

30 10 mg/ml, pour augmenter Thydratation de Telastine ainsi que sa resistance a 
Telastolyse. 
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10. Utilisation (Tune composition cosmetique comprenant du trehalose a une 
concentration comprise entre 5 mg/ml et 100 mg/ml, de preference a 50 mg/ml, pour 
augmenter l'hydratation de l'elastine ainsi que sa resistance a l'elastolyse. 

5 

11. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant de la taurine, a une 
concentration comprise entre 5 et 100 mg/ml, de preference k 50 mg/ml, pour 
augmenter l'hydratation de l'elastine ainsi que sa resistance a l'elastolyse. 

10 12. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant de l'acide phytique, a une 
concentration entre 10 mg/ml et 200mg/ml, de preference a 100 mg/ml, pour 
augmenter l'hydratation de l'elastine ainsi que sa resistance a l'elastolyse. 

13. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant l'acide malique, a une 
15 concentration comprise entre 1 et 200 mg/ml, de preference a 100 mg/ml, et du 

hyaluronane digere par la hyaluronidase a une concentration comprise entre 10 mg/ml 
et 500 mg/ml, de preference a 200 mg/ml, ou de l'acide succinique entre 10 et 200 
mg/ml, de preference a 50 mg/ml, pour augmenter l'hydratation de l'elastine ainsi que 
sa resistance a l'elastolyse. 

20 

14. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant du trehalose, a une 
concentration comprise entre 0,1 et 200 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, et de l'acide 
phytique entre 1 et 200 mg/ml, de preference a 10 mg/ml pour augmenter l'hydratation 
de l'elastine ainsi que sa resistance a l'elastolyse. 

25 

15. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant du retinol acetate (all trans.), 
a une concentration comprise entre 0,1 et 10 mg/ml, de preference a 1 mg/ml, et du 
trehalose entre 0,1 et 200 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, pour augmenter 
l'hydratation de l'elastine ainsi que sa resistance a l'elastolyse. 



30 
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16. Utilisation d'une composition cosmetique comprenant de l'acide retinoique (all 
trans.), a une concentration comprise entre 1 et 1200 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, 
et de la trioleine entre 1 et 500 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, pour augmenter 
l'hydratation de l'elastine ainsi que sa resistance a 1'elastolyse. 

5 

17. Utilisation selon Tune des revendications 9 a 16 caracterisee en ce que la 
composition comporte en outre de l'acide glycolique a des concentrations comprises 
entre 1 et 20 mg/ml, de preference a 10 mg/ml, ou de l'acide lactique, entre 0,1 et 20 
mg/ml, de preference a 10 mg/ml. 

10 

18. Utilisation selon l'une des revendications 9 a~17 caracterisee en ce que la 
composition se trouve sous la forme d'une creme. 
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2. Claims nos. 7-8, 14, 17-18 

2. No : use of a trehalose molecule combined with molecules selected from retinol and 
the derivatives thereof, retinoic acid and the derivatives thereof, taurine, lactic acid, 
glycolic acid, phytic acid, malic acid, hyaluronane digested by hyaluronidase to 
moisturize elastine fibers and/or to protect elastine fibers against the action of elastase 
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3. Claimsnos. 7-9, 15,17-18 
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moisturize elastine fibers and/or to protect elastine fibers against the action of elastase 
and/or for the preparation of a cosmetic composition for the treatment of the skin, 
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4. Claims nos. 7-8, 16-18 

No : use of a retinoic acid molecule and the derivatives thereof alone or combined with 
molecules selected from taurine, lactic acid, glycolic acid, phytic acid, malic acid, 
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elastine fibers against the action of elastase and/or for the preparation of a cosmetic 
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and/or for the preparation of a cosmetic composition for the treatment of the skin, 
especially to combat the aging thereof. 
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8. No : use of a phytic acid molecule alone or combined with molecules selected from 
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cosmetic composition for the treatment of the skin, especially to combat the aging 
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9. Claims nos. 7-8,13,18 
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treatment of the skin, especially to combat the aging thereof. 
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RAPPORT DE REC; 



E INTERNATIONALE 



Oemande intemationale n° 

PQtt? 00/01925 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 1 7.2)a). certaines revendications n'ont pas fait Tobjet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. I I Les revendications n** 

— se rapportent a un objet a regard duquel radministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



( J Les revendications n 08 

— se rapportent a des parties de la demande intemationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre erfectuee, en particulier: 



I I Les revendications n 05 

— sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche intemationale a trouve plusieurs inventions dans la demande intemationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes Jes taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
I — I intemationale porte sur toutes les revendications pouvant faire l objet d une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sy pretaient ont pu etre erfectuees sans effort particulier 
justrfiant une taxe addrtionnelle, radministration n'a sollicite )e paiement d aucune taxe de cette nature. 



3. [ I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant* le present 
• — ' rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelies les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 08 



4. I 3 I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
L ^- J de recherche intemationale ne porte que sur I'invention memionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 

1-6, 7 (partiellement) t 10, 18 (parti el lement) 



Remarque quant a la reserve Les taxes additionnelles etaient accompagnees d 1 une reserve de la part du deposan . 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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1. revendi cations: 1-6,7 (parti el lement), 10, 18(parti el lement) 



OUI: procede de criblage de molecules susceptibles 
Telasticite de la peau et utilisation d'une 



1. 

d'ameliorer 

molecule de trehalose seule pour hydrater les fibres 
d'elastine et/ou pour proteger les fibres d'elastine contre 
Taction de Telastase et/ou pour la preparation d'une 
composition cosmetique destinee au traitement de la peau, en 
particulier pour lutter contre son vieillissement. 



2. revendi cations: 7-8,14,17-18 



NON: 



ives, 



utilisation d'une molecule de trehalose en 
combinaison avec des molecules selectionnees parmi le 
retinol et ses derives, Tacide retinoique et ses derii_ 
la taurine, Tacide lactique, Tacide glycolique, Tacide' 
phytique, Tacide malique, le hyaluronane digere par la 
hyaluronidase pour hydrater les fibres d'elastine et/ou pour 
proteger les fibres d'elastine contre Taction de Telastase 
et/ou pour la preparation d'une composition cosmetique 
destinee au traitement de la peau, en particulier pour 
lutter contre son vieillissement. 



3. revendi cations: 7-9,15,17-18 

3. NON: utilisation d'une molecule de retinol et ses 
derives seule ou en combinaison avec des molecules 
selectionnees parmi Tacide retinoique et ses derives, la 
taurine, Tacide lactique, Tacide glycolique, Tacide 
phytique, Tacide malique, le hyaluronane digere par la 
hyaluronidase hydrater les fibres d'elastine et/ou pour 
proteger les fibres d'elastine contre Taction de Telastase 
et/ou pour la preparation d'une composition cosmetique 
destinee au traitement de la peau, en particulier pour 
lutter contre son vieillissement. 



4. revendi cations: 7-8,16-18 

4. NON: utilisation d'une molecule d'acide retinoique et 
ses derives seule ou en combinaison avec des molecules 
selectionnees parmi la taurine, Tacide lactique, Tacide 
glycolique, Tacide phytique, Tacide malique, le 
hyaluronane digere par la hyaluronidase pour hydrater les 
fibres d'elastine et/ou pour proteger les fibres d'elasti 
contre Taction de Telastase et/ou pour la preparation 
d'une composition cosmetique destinee au traitement de la 
peau, en particulier pour lutter contre son vieillissement. 

5. revendi cations: 7-8,11,17-18 



ne 
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5. NON: utilisation d'une molecule de taurine seule ou en 
combinaison avec des molecules selectionnees parnri Tacide 
lactique, Tacide glycolique, Tacide phytique, Tacide 
malique, le hyaluronane digere par la hyaluronidase pour 
hydrater les fibres d'elastine et/ou pour proteger les 
fibres d'elastine contre Taction de Telastase et/ou pour 
la preparation d'une composition cosmetique destinee au 
traitement de la peau, en parti culier pour 1 utter contre son 
vieillissement. 



6. revendi cations: 7-8,17-18 

6. NON: utilisation d'une molecule d'acide lactique seule 
ou en combinaison avec des molecules select ionnees parnri 
Tacide glycolique, Tacide phytique, Tacide malique, le 
hyaluronane digere par la hyaluronidase pour hydrater les 
fibres d'elastine et/ou pour proteger les fibres d'elastine 
contre Taction de Telastase et/ou pour la preparation 
d'une composition cosmetique destinee au traitement de la 
peau, en parti culier pour lutter contre son vieil lissement. 



7, revendi cations: 7-8,17-18 

7. NON: utilisation d'une molecule d'acide glycol i que seule 
ou en combinaison avec des molecules selectionnees parmi 
Tacide phytique, Tacide malique, le hyaluronane digere par 
la hyaluronidase pour hydrater les fibres d'elastine et/ou 
pour proteger les fibres d'elastine contre Taction de 
Telastase et/ou pour la preparation d'une composition 
cosmetique destinee au traitement de la peau, en parti culier 
pour lutter contre son vieillissement. 



Br revendi cations: 7-8,12,18 

8. NON: utilisation d'une molecule d'acide phytique seule 
ou en combinaison avec des molecules selectionnees parmi 
Tacide malique, le hyaluronane digere par la hyaluronidase 
pour hydrater les fibres d'elastine et/ou pour proteger les 
fibres d'elastine contre Taction de Telastase et/ou pour 
la preparation d'une composition cosmetique destinee au 
traitement de la peau, en parti culier pour lutter contre son 
vieillissement. 



9. revendi cations: 7-8,13,18 

9. NON: utilisation d'une molecule d'acide malique seule ou 
en combinaison avec une molecule de hyaluronane digere par 
la hyaluronidase pour hydrater les fibres d'elastine et/ou 
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pour proteger les fibres d'elastine contre Taction de 
Telastase et/ou pour la preparation d'une composition 
cosmetique destinee au traitement de la peau, en particulier 
pour 1 utter contre son vieillissement. 



10. revendi cations: 7-8,18 

10. NON: utilisation d'une molecule de hyaluronane digere 
par la hyaluronidase seule, pour hydrater les fibres 
d' el as tine et/ou pour proteger les fibres d" el as tine contre 
Taction de Telastase et/ou pour la preparation d'une 
composition cosmetique destinee au traitement de la peau, en 
particulier pour lutter contre son vieillissement. 
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